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(57) Abstract 

A molecule, protein or peptide characterized in that it is recognized by cytophilic antibodies from individuals who are im- 
mune to infection by Plasmodia, and recognized by non-cytophilic antibodies from individuals who are vulnerable to infection by 
Plasmodiae. Said antibodies are capable of blocking the erythrocytic phase of the parasite by co-operating with accessory cells 
such as monocytes. 

(57) Abrege 

L'invention conceme une molecule, proteinc ou peptide, caracteriscs en cc qu'ils sont reconnus par dcs anticoq)s cyto- 
philes de sujets premunis contre Tinfection par les Plasmodia et reconnus par les anticorps non cytophiles de sujets sen sib les a 
I'infection par les Plasmodiae. Ces anticorps sont capables de bloquer la phase de developpement erythrocytaire du parasite par 
cooperation avec des cellules accessoires telles que les monocytes. 
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ANTIGENES DE PLASMODIUM FALCIPARUM INDUCTEURS D'ANTICORPS PROTECTEURS 



La presente invention a pour objet de nouvelles 
preparations pour un vaccin emtiplasmodial a large 
spectre. 

L" invention a egalement pour objet un antigene 
vaccinant de Plasiaodium falciparum capable d»induire 
une resistance au parasite, laquelle resistance 
reproduit celle observee dans le mecanisme d^immunite 
protectrice ou premunition. 

L' invention a Egalement pour objet des 
preparations d'anticorps monoclonaux ou polyclonaux, 
ou de fragments, chimferes obtenus a partir de ces 
anticorps specif igues de ces antigenes et 
susceptibles d'entrer dans une composition pour 
immunotherapie passive. 

Enfin, 1' invention a pour objet un kit ou 
trousse permettant le diagnostic in vitro de 
1' infection d'un individu par un large spectre de 
souches de plasmodiiim. 

Les parasites responsables du paludisme chez 
l*homme, dont notamment Plasmodium falciparum ou 
Plasmodium vivax pour ne citer gue les principaiix 
d'entre eux, presentent chez I'hote humain des 
morphologies differentes et expriment des antigenes 
diff6rents en fonction de leur localisation dans 
I'organisme de I'hote infecte. Les differences 
morphologigues et antigenicfues de ces parasites au 
cours. de leur cycle de vie chez I'homme, permettent 
de definir au moins quatre stades de d^veloppement 
distincts. 
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Le tout premier stade de developpement du 
parasite chez I'homme correspond h la forme 
sporozoite introdulte dans le sang de l*hdte, par 
piqures d'insectes porteurs du parasite. Le second 
stade correspond au passage du parasite dans le foie 
et a 1' infection des cellules hepatiques dans 
lesguelles les parasites se developpent pour former 
les schizontes hepatiques qui, lorsqu*ils sont 
matures (par exemple pour falciparum le 6e jour 
apres penetration des sporozoites) , liberent par 
eclatement des merozoites hepatiques. Le troisieme 
stade est caracterise par 1* infection des 
erythrocytes sanguins par les formes asexuees 
(merozoites) du parasite; ce stade erythrocytaire de 
developpement correspond a la phase pathogene de la 
maladie. Le quatri^me stade correspond a la formation 
des formes h potent iel sexue (ou gam^tocytes) qui 
deviendront des formes sexu^es ou gametes extra- 
cellulaires chez le moustique. 

On salt que de nombreuses etudes ont ^te 
entreprises pour isoler a partir des souches de 
parasites infectantes pour un hote humain des 
fractions polypeptidiques , d'une part pour assurer le 
diagnostic in vitro du paludisme par detection des 
anticorps correspondants , et d* autre part, pour 
tenter de vacciner centre le paludisme. 

En 1976 fut mis au point I'entretien (tant 
attendu) de falciparum en culture continue dans 
les GR hximains (Trager et Jensen, Science 1976, 
193:673; Haynes et coll. 1976). Cette performance 
facilita considerablement I'acces au parasite et 
stimula la recherche qui depuis, connait un essor 
considerable. Les efforts sont principalement ^ 
orientes vers la mise au point d'un vaccin desormais 
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necessaire pour controler le paludisme dont 
I'incid nee s'aggrave dans la mesure ou la resistance 
du parasite axix drogues s'etend dans differehtes 
parties du monde. 

Dans la recherche d'un vaccin centre 1' agent du 
paludisme, les biologistes sent conf rentes a divers 
problemes non observes avec d'autres agents 
infect ieux tels que les virus ou les bactdries. Parmi 
ces difficultes particulieres au parasite, nous 
citons principalement : 

La complexite du cycle biologique du 
Plasmodium, se d6roulant chez 2 botes differents, le 
moustique et I'homme, subissant chez l»un une 
reproduction sexuee, et chez 1» autre 2 phases 
diff6rentes de multiplication asexuee. Ainsi prennent 
place' chez I'homme 2 stades se distinguant par leur 
site de ddveloppement (le foie et la circulation 
sanguine) et par leurs specif icites antigeniques. 

- La diversite antigenique du parasite. Depuis 
1983 les antigenes plasmodiaux sont clones, leurs 
s6quences nucleotidique et prot6ique analysees. Cette 
6tude detaillee revele que plus de 50% des antigenes 
connus presentent un haut • degre de polymorphisme 
d*une souche a l*autre. 

- Sxir le plan immunologique, la relation hote- 
parasite est tres subtile. Elle est comme nous 
l»avons deja mentionne, pour un parasite donne, tres 
differente selon I'hote chez lequel il evolue. Ceci 
entraine une difficulty de 1 • interpretation des 
resultats obtenus dans les mod&les experimentaux. 

Par ailleurs dans 1' infection naturelle, on ne 
voit jamais d'immunite sterilisante, comme celle 
observee par exemple dans les viroses. Pourtant il 
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existe indiscutablement une imnunite acquise mais 
lie est partielle et labile. 

Ainsi done, la coroplexite et la diversite du 
parasite ainsi que la singularite de la reponse 
ixnmxinitaire qu"il suscite sont les raisons majeures 
de 1* absence a ce jour de vaccin anti-paludique. 

La voie de recherche la plus souvent empruntee 
dans 1 •Elaboration d»un vaccin centre le paludisme a 
P, falciparum consiste done en 1 • identification (sur 
la base des moyens cites plus haut) d»un candidat 
potentiel, et ensulte 1» evaluation de son interet 
soit in vitro en testant les anticorps specif iques en 
inhibition de la croissance du parasite ou de 
certaines de ses propridtes (cytoadherence, formation 
de rosettes...), soit in vivo par immunisation de 
singes souvent avec 1' adjuvant complet de Freund. La 
situation actuelle se resumerait done a 1* existence 
d'un grand nombre de candidats potentiels 
caracterises par leurs proprietes biochimiques , leurs 
sequences nucl6otidique et prot6ique, leur degre de 
polymorphisme, leur localisation sur le parasite etc. 
Neanmoins les chercheurs disposent de moyens limites 
pour evaluer 1» interet de leurs candidats : 1) des 
tests in vitro faisant appel a des mecanismes 
d' action de 1» anticorps peu documentes quant a leur 
validite in vivo, 2) des vaccinations de primates non 
humains, et done !• evaluation de I'effet d"un vaccin 
sur une infection experimentale dont les parametres 
cliniques, parsitologiques et suirtout le type 
d« immunity qui peut etre induite, sont tres 
diff6rents de ceux de 1' infection naturelle chez 
1 *homme. 

La sp6cifieite etroite de la relation hote- 
parasite conduit dans les conditions naturelles, a 



wo 94/09140 



PCT/FR93/01024 



5 

l»oppbse de ce que l»on observe dans les laodeles 
anlmaux, a un equilibre ou le parasite survit en 
induisant chez son bote naturel une immunite non 
sterilisante. Cette chronicite de 1» infection 
parasitaire suggere que la majorite des composants 
moleculaires du parasite sont selectionnes de f aqron a 
proteger le micro-organisme contre les defenses 
immunitaires de I'individu infects, et ce par des 
moyens d • echappement tres divers mais specif iquement 
adaptes a I'hote naturel. Chez I'hote experimental, 
le parasite mal adapte se defend moins bien contre le 
systeme inoaunitaire et la protection contre une seule 
infection traitee est facile a obtenir, et la 
vaccination est peut fetre plus facile a obtenir 
encore. 

Gordon-Thomson, Immxmity in Malaria, Trans. Roy. 
So. Trop. Med. Hyg. XXVI (6) 483-514) conclut 
clairement que 1' immunity contre falciparum ne 

peut etre acquise que dans les regions ou la 
transmission est quasi continue tous les ans. Cette 
"tolerance" au parasitisme requiert, au niveau 
individuel, une infection ininterrompue pendant 
environ 15 annees parfois 20 et jusqu'a 26 ans dans 
une etude realisee au Panama. De ceci r^sulte une 
immunite associee a une infection latente necessaire 
au maintien de la protection. Sergent (1935) propose 
le terme de " premunition " pour definir cet »"6tat 
particulier de resistance, contemporain de 
1* infection et cessant avec elle". 

Ainsi 1« immunite (ou Premunition) acquise contre 
Zz- falciparum par I'homme de zone holo ou 
hyperendemique se caracterise par: 

- iin tres long d61ai avant son installation (15 a 20 
ans d' infection) 
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- son incapacite a annuler 1' infection, il s'agit 
d'une immunite non sterilisante. 

- sa labilite. En 1' absence de toute reinfection 
(pendant plus d'un an) , la premunition est perdue et 
le sujet redevient susceptible a la maladie lors 
d'une nouvelle infection. 

Les indications en faveur de 1' immunite humorale 
dans la protection acquise contre le paludisme 
viennent des premieres tentatives de transfert passif 
de serxim d*un individu en phase "chronique" ayant 
atteint un etat de premunition (c'est-a-dire 
presentant des parasites circulants en petit nombre 
sans aucune manifestation clinique) a un sujet en 
phase aigue. L'etat de ce dernier s'est trouve 
am^liore suite a ce transfert passif (Sotiriades 
1917, Essais de serotherapie dans la malaria Grece 
Med. XIX: 27-28). 

Le role des anticorps dans la premunition est 
demontr^ par plusieurs experiences de transfert 
passif effectuees au d^but des annees 60. Le 
transfert d'IgG purifiees a partir de serum d'adultes 
Africains hyperimmuns guerit des enfants victimes 
d'une infection aigue en reduisant sensiblement leur 
parasit6mie (Cohen et coll. 1971, Trans. Roy. Soc. 
Trop. Med. Hyg. 65(2): 125-135 ; McGregor et coll. 
1964, the passive transfert of human material 
immunity, Am. J. Trop. Med. Hyg. 13: 237-239). Les 
nouveau-nes sont premunis jusqu'au troisieme mois de 
leur vie griice aux anticorps maternels, ceci est 
prouve par I'effet benefique des IgG de cordon 
ombilical transferees a des enfants souffrant d'un 
acces aigu a falciparum (Edozien et coll. 1962). 

Le developpement de 1' immunite et son efficacite • 
dans la protection de I'homme contre P-^ falciparum 
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prouve nearunoins I'existenc de molecules 
parasitaires cibl s d*une defense immiinitaire 
efficace. 

Des experiences recentes ont permis de montrer 
que a) les immunoglobulines G (IgG) d*Africains 
adultes immuns sont protecteurs par transfert passif 
Chez I'homxae impalude (Sabchareon et al, Amer. J. of 
Trop. Med. and Hyg. , vol. 45, n' 3, Sept. 1991, 
297-308), 

b) que ces anticorps sont incapables, contrairement a 
ce qui est consid^re conmie etabli, d'inhiber 
directexaent 1* invasion des globules rouges par les 
parasites ; en revanche, ils agissent par un 
mecanisne d' inhibition cellulaire ddpendante 
d'anticorps (ADCI) dans leguel le monocyte joue le 
rdle de cellule effectrice (Bouharoun-Tayoun et al, 
J. exp. Med., vol. 172, Dec. 1990 pp. 1633-1641 ; 
S.Khusmith et al 1983, Inf. Imm. 41(1): 219 et F. 
Lunel et al, 1989 Inf. Imm. 57: 2043), 

c) Ce mecanisme implique necessairement des anticorps 
cytophiles, c»est-a-dire capables de se lier par leur 
recepteur FC au monocyte ; de fait, il a ete observe 
dans le serum des sujets proteges, une prevalence 
d'isotypes cytophiles, IgGl et IgG3 , et chez les 
sujets non proteges, une preponderance de classes non 
cytophiles, IgG2 et/ou IgM (H. BOUHAROUN-TAYOUN et 
al, 1992, Infection and Immunity, pp- 1473-1481). 

Un des buts de la presente invention est la mise 
au point de polypeptides pour la vaccination chez 
I'homme centre le paludisme, lesguels polypeptides 
sont une cible des mecanismes de defense prevalant 
Chez les individus ayant acquis une immunite par 
exposition prolongee au parasite et leur utilisation 
dans un vaccin en visant a reproduire le m^e 6tat de 
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resistance, par le meme mecanisme que celui observe 
dans I'etablissement de I'inmunite protectrice. 

L' invention a egalement pour objet 1 •utilisation 
de ces memes polypeptides dans un kit de diagnostic 
in vitro de 1' infection de I'honune par un large 
spectre de souches de plasmodiiun. 

L' invention conceme plus particulierement des 
molecules, ou compositions peptidiques ou 
polypeptidiques, caracterisees par la presence dans 
leur structure d'une ou plusieurs sequences 
peptidiques porteuses d'un ou plusieurs epitopes 
caracteristiques d"une proteine reconnue par des 
anticorps de classe cytophile, c*est a dire capable 
de se fixer sur les recepteurs FcR des monocytes par 
leur region Fc, et non reconnue par des anticorps non 
cytophiles et de promouvoir un mecanisme de 
cytotoxicit6-anticorps dependant (ADCI) . 

Une protdine de 1" invention est une proteine de 
surface de merozoite de poids mol^culaire 48.000 (48 
Kd) , presentant les caracteristiques donnees plus 
loin, 

Les polypeptides de 1 ' invention ont ete obtenus 

par 

- 1 ' identification d'une partie de cette proteine de 
poids moleculaire 48.000 (48 Kd) de la surface de 
merozoite laquelle identification est decrite ci- 
des sous 

- la caracterisation biochimique et immunologigue de 
cette proteine 48 Kd 

- le criblage d'une banque genomique du Plasmodium 
pour sa capacite a inhiber le couplage d'un anticorps 
monoclonal specifique de type IgM qui a comme 
caracteristique particuliere de bloquer la reaction • 
de type ADCI ("antibody dependant cellular 
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inhibi-tion") induite par les IgG specif iques du 
plasma de sujet.s premunis 

- la caracterisation des proteines synthetisees par 
les clones selectionnes 

- le seguen^age de 1' insert du clone selectionne 

- la recherche de I'effet fonctionnel des anticorps 
correspondant a cette proteine dans les tests 
deer its. 

L'interet des proteines et peptides de 
1' invention et leur strategie d'obtention sont 
explicites dans la description ci-dessous. 

- Btrateqie de selection des proteines et peptides 

1- Dans Infection And Immunity (pp. 1473-1481, 
Avril 1992) , les auteurs etudient la distribution 
isotypique d'individus infectes par le Plasmodium 
presentant des dtats immxinologigues varies. lis ont 
ainsi montre que les sujets non proteges ont une 
composition d ' anticorps plasmatigues anti Plasmodium 
tres en faveur des isotypes non cytophiles a sayoir 
les IgG2 et les IgM. Dans certains cas, cet 6quilibre 
concerne les anticorps centre tous les polypeptides 
de la malaria d^tectables par Western blott 
(technique decrite dans Molecular Cloning, 1989, 
Sambrook et al.) alors que dans d'autres cas, on a pu 
mettre en Evidence des IgG2 specif iques d'un 
polypeptide donne, souvent iin polypeptide de 48 Kd 
apparaissant dans certains isolats sous forme de 
doublet ou un polypeptide de 80-100 Kd. En revanche, 
le polypeptide de 48 Kd est tou jours reconnu par les 
isotypes IgGl et IgG3 cytophiles, chez les adultes 
ayant acc[uis une resistance a la maladie, ou etat de 
premunition. 

^ 2- II a souvent ete observe dans des experiences 

de competition que les Ig totales purifiees des 
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individus non proteges bloquent la reaction d*ADCI 
(voir description ci-dessous) induite par les IgG des 
sujets resist ants. Ce result at suggere que les sujets 
non proteges ont developpe des anticorps diriges 
centre les m&mes epitopes que ceux qui sont reconnus 
par les anticorps protecteurs, mais du fait du 
caractere non cytophile des lgG2 ou des IgM issus des 
sujets non protdgds, ces anticorps sont incap£^3les de 
promouvoir l*effet destructeur des monocytes mais par 
centre sont capables d'entrer en competition avec des 
anticorps efficaces en ADCI, Quand un tel effet 
comp6titeur a 6te identifie en utilisant des serums 
humains dans lesquels les anticorps centre la 
prot6ine 48 Kd etaient de fapon predominante de 
I'isotype IgG2, cela clairement met en evidence 
l"int6ret de cette proteine 48 Kd. 

Le test d'ADCI a deja ete deer it dans la 
publication citee ci-dessus (H. BOUHAROUN-TAYOUN et 
al, Khusmith et al, Lunel et al) . Brievement, il 
s'agit d'un test d* inhibition de croissance du 
parasite par les IgG en presence de monocytes. Les 
monocytes sont isoles par adherence sur le plastigue 
(dans une plaque a 96 puits) h partir de la fraction 
de cellules mononucleees du sang p6ripherique d'un 
donneur normal . Une culture synchrone de P. 
falciparum a 0,5% de parasitemie en forme mure est 
rajout6e au monocyte dans un rapport 
monocytes/glebules rouges d ' environ 1/200 . 
L'hematocrite etant de 2%, le milieu est supplemente 
par le serum ou les IgG a tester. Les cultures temoin 
consistent en parasites en presence d'IgG normales, 
parasites en presence de monocytes et d'IgG normales, 
parasites en presence des IgG a tester. 
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Selon le cas, la culture sera arretee au bout de 
24, 48, 72 ou 96 heures. Dans les deux derniers cas, 
50 microlitres de milieu de culture sont ajoutes. La 
parasitemie finale dans chacun des puits est estimee 
par comptage de 10*000 globules rouges sur frottis 
colore. Les resultats sont pr^sent^s sous forme 
d' index sp6cifigue d' inhibition de croissance (IS) 
exprim^s en pourcentage et calcules comme suit, 
tenant compte de I'effet inhibiteur 6ventuel sur la 
culture des monocytes et/ou des anticorps seuls: 

IS « 1 * %ParaartmiBculiLre-^Ki6M ^ ^Paaaii^MpngGviB'^tBSiBt x lao 
%Psasit6mieM(mocyteQ<»*l96 /%ParB8Mnrwaittue*^lgG 

Cette strategie de selection d • une prot^ine 
potentiellement vaccinante de 48 Kd selon les 
criteres de recoxmaissance par des anticorps 
cytophiles chez les sujets proteges et non cytophiles 
Chez les suj ets non proteges , ainsi que par leur 
capacite d*induire des anticorps pouvant cooperer 
avec des monocytes en ADCI nous ont amene a 
s61ectionner cette proteine 48 Kd ou des peptides 
repr^sentant ses regions epitopigues de cette 
proteine comme candidats potentiellement tres 
int^ressants pour induire I'effet immtinologique 
protecteur centre des infections au falciparum 
chez des patients. 

invention concerne egalement particulierement 
des molecules, ou compositions peptidigues ou 
polypeptidiques , caract6risees par la presence dans 
leur structure d*iine ou de plusieurs sequences 
peptidigues porteuses d'un ou plusieurs epitopes 
caracteristigues de la proteine et repondant aux 
trois criteres : 
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- reconnaissance par des anticorps de classe 
cytophile chez les sujets proteges et non cytophiles 
Chez les sujets non proteges 

- leur capacite d » induire des anticorps pouvant 
cooperer avec des monocytes en ADCI 

- leur caractere non ou peu polymorphe dans la 
mesure ou I'imiaunite protectrice peut s^exercer a 
I'egard d'un grand nombre de souches. 

Les molecules de 1» invention sont toutes les 
molecules portant des epitopes, reconnues par des 
anticorps reconnaissant des epitopes portes par la 
proteine 48 Kd de la surface du merozoite. 

Une composition polypeptidique selon 1* invention 
est caracterisee par la presence d*une sequence de 64 
acides amines ou d*une sequence derivee possedant les 
memes propridtes antigdnigues, et dont I'exemple est 
donne dans la formule I suivante : 

his glu arg ala lys asn ala tyr gin lys 

ala asn gin ala val leu lys ala lys glu 

ala ser ser tyr asp tyr ile leu gly trp 

glu phe gly gly gly val pro glu his lys 

lys glu glu asn met leu ser his leu tyr 

val ser ser lys asp lys glu asn ile ser 
lys glu asn glu 

L* invention conceme en premier lieu des 
peptides monomeres synthetigues comprenant une 
sequence peptidique unique de 64 acides amines 
repondant respect ivement a la formule sus-indiquee, 
et dont les acides amines terminaux possedent des 
extr^mit^s respect ivement amine et carboxylique 
libres, ou des oligomeres contenant notamment des 
multiples de I'une quelconque de la susdite sequence 
peptidique • 
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II va de soi que les fonctions reactives libres 
que sont susceptibles de posseder certains acides 
amines entrant dans la constitution des molecules 
selon !• invention, notamiaent les groupes catboxyles 
libres portes par les groupes Glu et par l«acide 
£aain6 C- terminal, d*une part, et/ou les groupes 
libres portes par I'acide amine N-terminal ou par des 
acides amines interieurs a la chaine peptidique, par 
exemple Lys, d* autre part peuvent etre modifiees, des 
lors que cette modification n'entraine pas une 
modification des proprietes antigenigues , le cas 
^cheant immunogeniques, de 1* ensemble de la molecule. 
Les molecules ainsi modifiees entrent naturellement 
dans le cadre de la protection donnee a 1* invention 
par les revendications. Ces fonctions carboxyles sont 
eventuellement acylees ou esterifiees. 

D'autres modifications entrent egalement dans le 
cadre de 1* invention. En particulier, fonctions cuuine 
ou ester, ou les deux a la fois, des acides amines 
teziainaux peuvent etre engagees elles-memes dans des 
liaisons avec d*autres acides amines. Par exemple, 
l*acide N-terminal peut etre lie a iine sequence 
comprenant de i a plusieurs acides amines 
correspondant a une partie de la region C-terminale 
d»un autre peptide conforme a la definition qui en a 
et6 donnee plus haut, ou vice-versa. 

II va de soi egalement que toute sequence 
peptidic[ue issue de la modification, par substitution 
et/ou par addition et/ou suppression d'un ou 
plusieurs acides amines, de la sequence peptidique de 
64 acides aminds, entre dans le cadre de la 
protection donnee a 1» invention par les 
revendications, des lors que cette modification 
n'altere pas les proprietes antigenic[ues ou 
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ixtHDXinogeniques du polypeptide, notamment lorsque ces 
proprietes immunogeniques ont te renforcees de fapon 
adequate, par exemple par association de ce 
polypeptide avec un adjuvant immiinologique approprie 
(par exemple un muramylpeptide) ou par couplage avec 
une molecule porteuse de poids moleculaire plus ^leve 
(par exemple une s^rum-albtimine ou une poly-lysine) 
ou une toxine du type tetanique ou un autre antigene 
de falciparum . 

L' invention conceme plus generalement toute 
molecule caracterisee par la presence dans sa 
structure d*une ou plusieurs sequences peptidiques 
presentant des reactions inmunologiques croisetes avec 
la sequence peptidique repondant a la formule 
precedente vis'-a-vis des anticorps inductibles par 
ces dernieres in vivo . 

L* invention concerne aussi tout peptide dont la 
structure decoule du precedent et notasiment de l"un 
des trois peptides de formule II, III, IV 

his glu arg ala lys asn ala tyr gin lys ala asn II 
gin ala val leu lys glu ala ser ser tyr asp 

ala lys glu ala ser ser tyr asp tyr ile leu gly III 
trp glu phe gly gly gly val pro glu his lys lys 
glu glu asn 

pro glu his lys lys glu glu asn met leu ser his IV 
leu tyr val ser ser lys asp lys glu asn ile ser 
lys glu asn glu 

Comme dans le cas du premier peptide sus-d^fini, 
les differents peptides qui viennent d'etre nommes 
peuvent etre modifies sans pour autant sortir du 
cadre de 1' invention, des lors que ces modifications 
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de structure n'entraineraient pas des transformations 
profondes de leurs propriets antigenigues. 

Les peptides selon 1 ' invention peuvent etre 
prepares par les technicfues classiques, dans le 
domaine de la synthese des peptides. Cette synthese 
peut etre realisee en solution homogene ou en phase 
solide. 

Par exemple, on aura recours a la technique de 
synthase en solution homogene decrit par HOBENWEYL 
dans 1 • ouvrage intitule "Method der Organischen 
Chemie" (Methode de la Chimie Organique) edite par E. 
Wunsch, vol. 15-1 et II,, THIEME, Stuttgart 1974. 

Cette methode de synthese consiste a condenser 
success ivement deux-a*»deux les aminoacyles successifs 
dans I'ordre requis, ou a condamner des aminoacyles 
et des fragments prealablement formes et contenant 
d6ja plusieurs aminoacyles dans I'ordre approprie, ou 
encore plusieurs fragments prealablement ainsi 
prepares, etant entendu que I'on aura eu soin de 
proteger au prealable toutes les fonctions reactives 
portees par ces aminoacyles ou fragments, a 
1 'exception des fonctions amines de l»un et 
carboxyles de 1' autre ou vice-versa, qui doivent 
normalement intervenir dans la formation des liaisons 
peptidiques, notamment apres activation de la 
fonction carboxyle, selon les methodes bien connues 
dans la synthese des peptides. En variante, on pourra 
avoir recours a des reactions de couplage mettant en 
jeu des reactifs de couplage classique, du type 
carbodimide, tels que par exemple la l-6thyl-3-(3- 
dimethyl-aminopropy 1 ) -carbodi imide . Lorsque 
1 * aminoacyle mis en oeuvre poss6de une fonction acide 
supplement a ire (notamment dans le cas de 1' acide 
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glutamique) , ces fonctions seront protegees, par 
exemple par des groupes t-butylester. 

Dans le case de la synthese progressive, acide 
amine par acide amin6, la synthese debute de 
preference par la condensation de 1 'amino-acide C- 
terminal avec l*aminoacide qui correspond a 
I'aminoacyle voisin dans la sequence desiree et ainsi 
de suite, de proche en proche, jusgu'a 1' acide amine 
N-terminal. Selon une autre technique preferee de 
1» invention, on a recours a celle decrite par R.D, 
MERRIFIELD dans 1' article intitule "Solid phase 
peptidigue synthesis" (J. Am. Soc. , 45, 2149-2154). 

Pour fabriquer une chaine peptidique selon le 
procede de MERRIFIELD, on a recours a tme resine 
polymere tres poreuse, sur laquelle on fixe le 
premier acide amine C-terminal de la chaine. Get 
acide amine est f ix6 sur 1 a res ine par 
1 • intermedia ire de son groupe carboxylique et sa 
fonction amine est protegee, par exemple par le 
groupe t-butyloxycarbonyle. 

Lorsque le premier acide amine C-terminal est 
ainsi fixe sur la resine, on enleve le groupe 
protecteur de la fonction euaine en lavant la resine 
avec un acide. 

Dans le cas oil le groupe protecteur de la 
fonction amine est le groupe t-butyloxycarbonyle, il 
peut • etre 61imine par traitement de la resine a 
I'aide d» acide trif luoroaceticjue. 

On couple ensuite le deuxieme acide amine qui 
foumit le second amino-acyle de la sequence 
recherchee, a partir du residu amino-acyle C-terminal 
sur la fonction amine d^protegee du premier acide 
amine C-terminal fix6 sur la chaine. De preference, 
la fonction carboxyle de ce deuxifeme acide amine est 
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activee, par exemple par la dicyclohexylcarbodiimide, 
et par la fonction amine est protegee, par exemple 
par le t-butyloxycarbonyle. 

On obtient ainsi la premiere partie de la chaine 
peptidique recherchee, qui comporte deux acides 
amines, et dont la fonction amine terminale est 
protegee. Comme precedemment, on deprotege la 
fonction amine et on peut ensuite proc^der a la 
fixation du troisieme aminoacyle, dans les conditions 
analogues a celles de 1' addition du deuxifeme acide 
amine C-terminal. 

On fixe ainsi, les uns apres les autres, les 
acides amines qui vont constituer la chaine 
peptidique sur le groupe amine chaque f ois deprotege 
au prealable de la portion de la chaine peptidique 
deja form^e, et qui est rattach^e a la resine. 

Lorsque la totality de la chaine peptidique 
desiree est form6e, on ^limine les groupes 
protecteurs des diff brents acides amines constituant 
la chaine peptidique et on detache le peptide de la 
resine par exemple a I'aide d' acide fluorhydrique. 

L' invention concerne egalement les oligomeres 
hydrosolubles des peptides monomeres sus-indiques. 
L*oligomerisation peut provoquer un accroissement de 
1 * immunogenicite des peptides monomeres selon 
1' invention. Sans qu'une telle indication chiffree 
puisse etre consideree commie limitative, on 
mentionnera neanmoins que ces oligomeres peuvent, par 
exemple, contenir de 2 a 10 unites monomeres. 

Les unites monomeres entrant dans cet oligomere 
sont soit toutes constituees par le polypeptide de 
sequence I ou par le polypeptide de sequence II, III 
ou IV. 
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On peut avoir recours, pour realiser 
1 •oligomerisation, a toute technique de 
polymerisation couraninent utilises dans le domaine 
des peptides, cette polymerisation etant conduite 
jusqu'a I'obtention d*un oligom&re ou polymere 
contenant le noiabre de motifs monomeres requis pour 
1 * acquisition de 1 ' immunogenicite desiree. 

Une methode d*oligomerisation ou de 
polymerisation du monomere consiste dans la reaction 
de celui-ci avec un agent de reticulation tel que le 
glytaraldehyde . 

On peut egalement avoir recours a d'autres 
mdthodes d"oligomerisation ou de couplage, par 
exemple a celle mettant en jeu des couplages 
successifs d» unites monomeres, par 1 ' intermediaire de 
leurs fonctions terminales carboxyle et amine en 
presence d' agents de couplage homo- ou hetero- 
bif onctionnels . 

On peut egalement pour la production de 
molecules comportant un ou plusieurs motifs de 64 
acides amines tels que definis ci-dessus, avoir 
recours a des techniques du genie genetique mettant 
en oeuvre des micro-organismes trans formes par tin 
acide nucleique determine comprenant des sequences 
nucleotidiques appropriees correspondantes • 

A ce titre, 1' invention concerne egalement des 
acides nucleiques contenant une ou plusieurs de ces 
sequences comprenant chacune 64 triplets du genre 
sus-indique. 

L' invention concerne encore les conjugues 
obtenus par couplage covalent des peptides selon 
1' invention (ou des susdits oligomeres) a des 
molecules porteuses (naturelles ou synth^tiques) , 
physiologiquement acceptables et non toxiques, par 
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1 * intermediaire d groupements reactif s 

complementaires r spectivem nt portes par la molecule 
porteuse et le peptide. Des exemples de groupements 
appropries sent illustres dans ce qui suit : 

A titre d'exemple de molecules porteuses ou 
supports macromoleculaires entrant dans la 
constitution des conjugu^s selon 1^ invention, on 
mentionnera des proteines naturelles, telles que 
I'anatoxine tetanique, 1 • ovalbulmine , des serums 
albumines, des hemocyamines , etc... 

A titre de supports macromoleculaires 
synth&tiques , on mentionnera par exemple des 
polylysines ou des poly (D-L-alanine) -poly (L-lysine) . 

La litterature mentionne d'autres types de 
supports macromoleculaires susceptibles d'etre 
utilises, lesguels pr^sentent en general un poids 
moleculaire superieur k 20.000. 

Pour synthetiser les conjugues selon 
1' invention, on peut avoir recours a des proc^dds 
connus en soi, tels que celui d6crit par FRANTS et 
ROBERTSON dans Infect, and Immunity, 33, 193-198 
(1981) , ou celui decrit dans Applied and 
Environmental Microbiology, (octobre 1981), vol. 42, 
n** 4, 611-614 par P.E. KAUFFMAN en utilisant le 
peptide et la molecule porteuse appropriee. 

Dans la pratique, on utilisera avantageusement 
comme agent de couplage les composes suivants, cites 
a titre non limitatif : aldehyde glutarique, 
chlorof ormiate d • ethyle , carbodiimides hydrosolubles 
[N-ethyl-N" (3 -dimethyl amino-propyl) carbodiimide, 
HCl], diisolcyanates, bis-diazobenzidine, di- et 
trichloro-s-triazines, bromures de cyanogene, ainsi 
que les agents de couplage mentionnes dans Scand. J. 
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Inuaunol.n (1978), vol. 8, 7-23 (AVRAMEAS, TERNYNCK, 
GUESDON) . 

On peut avoir recours a tout precede de couplage 
faisant intervenir d'tine part une ou plusieurs 
fonctions r6actives du peptide et d» autre part, une 
ou plusieurs fonctions reactives de molecules 
supports. Avantageusement, il s*agit des fonctions 
carboxyle et amine, lesquelles peuvent donner lieu a 
une reaction de couplage en presence d*une agent de 
couplage du genre de ceux utilises dans la synthese 
des proteines, par exemple, le l-ethyl-3 (3- 
dim6thylaminopropyl) -carbodiimide, le N- 

hydroxybenzotriazole, etc... On peut encore avoir 
recours a la glutaraldehyde , notamment lorsqu'il 
s*agit de relier entre eux des groupes amines 
respectivement portes par le peptide et la molecules 
support. 

Un groupe de molecules preferees selon 
1* invention est constitue de celles possedant une 
conformation en helice a, cette demifere renfor^ant 
les proprietes antigeniques, et immunogeniques 
desdites molecules. De telles molecules possedant une 
conformation en helice a ont 6te mise en Evidence par 
dichroisme circulataire dans trifluoroethanol, ou en 
solution aqueuse. 

Les molecules selon 1* invention possedent des 
propri6t6s antigeniques caracteristiques de 
l*antigtoe 48 Kd du merozoite specif ique du stade 
enythrocytaire du ddveloppement de falciparum , et 
pr6sentant les caracteristiques particulieres decrits 
plus haut. 

En effet, comme il le sera plus particulierement 
decrit a I'aide d'exemples de molecules selon 
1» invention dans la description detaillee qui suit, 
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les molecules selon 1' invention reagissent 
specif iquement avec les anticorps anti proteine 48 Kd 
d'isotype majoritaire IgG2 ou IgM chez les patients 
sensibles a 1' infection, et d'isotype majoritaire 
IgGl ou IgG3 chez les sujets premunis. 

Ces molecules selon 1' invention sont capables de 
declencher in vivo la synthese d' immunoglobulines 
specif igues, et susceptibles d'induire in vivo la 
neutralisation du merozoite present dans le sang, son 
processus dans les monocytes et 1 ' inactivation du 
develbppement intraethrocytaire du falciparum a la 
suite d'une interaction entre les monocytes et les 
parasites libres extra-erythrocytaires ou merozoites 
par 1 • intermediaire d*un anticorps cytophile par 
liaison du fragment Fc de 1 'immunoglobuline au 
recepteur 7 du monocyte. 

La Figure 1 correspond a la mise en evidence de 
la proteine parasitaire de 48000 (indiquee par les 
f leches) en immunoblot. La reactivite du serum de 
sour is immunisee avec DG210 est etudiee en 
immunotransfert sur les antigenes de stades sanguins 
de falciparum extraits en SDS (ser anti-R210) ou 
en Triton-X114 phase detergent (A) et phase aqueuse 
(B) . La reactivite des serums humains est etudiee sur 
les extraits SDS en revelant les isotypes IgGl (1) , 
IgG2 ' (2), IgG3 (3) et IgG4 (4). SHI : serum 
hyperimmune 

Dans I'exemple suivant, comme dans toutes les 
experiences decrites dans la presente description, 
les immunoglobulines de plasma humain sont obtenues 
par la methode decrite par A. SABCHAREON et coll., J. 
Trop. Med. Hyg. 1991, 45(3) :297). Le test ADCI est 
decrit plus haut. 
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Dans I'exemple suivant sont compares les index 



specifiques d'inhibition (I.S.) obtenus aussi bien 
avec des serums de souris immunisees avec le peptide 
III, qu'avec les anticorps humains immuns purifies a 
I'aide d'une colonne d'af finite porteuse du peptide 
III (technique decrite dans OKAZI et coll.). Les uns 
et les autres sont capables de reconnaitre la 
proteine 48 Kd aussi bien en immunofluorescence 
indirecte que par des tests en Western blott, et cela 
dans les memes conditions que precedemment (I9G2 de 
patients sensibles et igGl et IgG 3de patients 
premunis) . Enfin, les anticorps immunopurif ies, comme 
les anticorps induits par injection du peptide III a 
la souris, eprouves en tests ADCI, confirment qu»ils 
sont capables d'induire 1 • inactivation du parasite 
par 1 * intermediaire des monocytes. 

Le tableau I suivant resume les resultats a 
I'appui de ces observations. 



Anticorps 



index cfinhibition 
spteiiique (%) 



Pshi 

shi1 

shi2 



60 
77 
66 




spi 

anti-pgal 



0 
-18 



Tableau 1 



Test 



anti-DG210 
anti-DG328 
anti-0G414 
anti-210Bl 



45 
-13 
4 
72 

80 
20 
23 



competitions 



Pshl+Acm245 
Pshi+spi 
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dans lesquels Pshi represente un pool de serum 
hyper imiaun, shi 1 et 2 des serums hyperimmuns de deux 
donneurs differents, spi et anti-)8gal, des temoins 
issus de serum apres une primo invasion et iin temoin 
anti-^gal; anti-DG210 sont des anticorps purifies 
contre le peptide I, anti-2lOB (1) sont des anticorps 
humains purifies contre le peptide III anti-210B (2) 
sont les anticorps induits chez la souris et les 
anti-R328 et R414 sont des anticorps purifies contre 
des peptides en provenance d'autres clones. 

L* index specif ique d' inhibition est celui mesure 
par la technique d'ADCI. 

Les molecules selon 1 ' invention sont done 
capables d'induire la synthese d' anticorps d'une 
classe capable de cooperer avec des monocytes. 

Les proteines et les peptides de 1 ' invention ne 
sont pas limites a ceux particulierement decrits ci- 
dessus . 

L' invention vise tous les peptides ou 
polypeptides naturels, de recombinaison g6n6tique ou 
de synthese qui presentent les memes propri^tes 
d * etre susceptibles d ' induire des mecanismes de 
defense immunitaire developpes et caracteristiques 
des su j ets proteges par le paludisme . 

Par cet aspect, 1' invention vise 

particulierement des epitopes de la proteine 48 Kd, 
differents des polypeptides II, III, et IV ci-dessus. 
En effet, nous avons pu roontrer que les 
immunoglobulines de certains individus reagissent 
avec un epitope de la proteine 48 Kd en Western 
blott, alors que ces memes immunoglobulines ne 
reconnaissent pas I'antigene exprime par le clone 
DG210. 
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L ' invention concerne egalement les anticorps , 
polyclonaux ou monoclonaux pres ntant la 
caracteristique de reconnaitre les molecuies de 
1 * invention et de cooperer avec les monocytes , et 
susceptibles d'etre utilises dans des compositions 
pharmaceutiques pour proteger par immunoth^rapie 
passive, des sujets infect^s et pr^sentant ou pouvant 
presenter les symptdmes de la maladie. 

Les anticorps monoclonaux peuvent etre produits 
par la technique des hybridomes, suivant les 
techniques classiques comprenant : 

- la fusion d'une cellule myelomateuse avec des 
cellules spleniques d'un animal pr^alablement 
immunise avec I'un des antig&nes selon 1' invention, 

- la culture des hybridomes formes par la fusion 
des cellules precedentes et, 

- la selection de ceux des hybridomes capables 
de former des anticorps monoclonaux reconnaissant 
l*antigene utilise pour 1 ' immunisation des animaux. 

Les animaux choisis pour 1 ' immunisation peuvent 
etre par exemple des souris. 

Parmi ces anticorps monoclonaux, on 
selectionnera avantageusement les anticorps 
monoclonaux cytophiles, c'est a dire ceux dont le 
fragment Fc est capable de se fixer sur le recepteur 
Fc des monocytes humains. 

Une autre technique de production d» anticorps 
peut permettre de realiser in vitro des anticorps 
monoclonaux humains. Pour ce faire, on utilise des 
lymphocytes B immortalises par exemple avec le virus 
d* Epstein Barr. Ces lymphocytes peuvent etre preleves 
Chez une personne ayant ete infectee par 

P. falciparum . Dans ce cas, ils permettent la 
production d' anticorps monoclonaux centre plusieurs 
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antigenes sans avoir recours a une stimulation in 
vitro par de nouveaux antigenes, 

Une autre possibilite consiste a fusionner des 
lymphocytes B immortalises de la fagon decrite plus 
haut, avec des lymphocytes B humains prdalablement 
stimules in vitro avec un antigene selon 1' invention 
centre lequel on cherche a foznner des anticorps 
monoclonaux, dans des conditions de culture 
permettant la stimulation des lymphocytes. 

On se reportera avantageusement a la technique 
decrite par Desgranges c. et al (19B7, J of 
Virological Methods, vol 16, p281-292) pour la 
preparation des anticorps monoclonaux htimains de 
1' invention. 

II est egalement envisage dans le cadre de 
1' invention de produire des anticorps monoclonaux 
humains par recombinaison g^n^tigue en realisant une 
transfection in vitro du gene codant pour la partie 
variable de 1' anticorps, dans des vecteurs infectant 
des bacteries, dans des conditions permettant 
1 'expression d'une immunoglobuline humaine. 

Enfin, la presente invention conceme tout type 
d« anticorps monoclonal chimerique, hybride, ou encore 
tout fragment d' anticorps monoclonal ou polyclonal de 
type Fab ou Fab '2, et r^pondant aux memes 
caract6ristiques d' affinity pour les epitopes de la 
prot^ine 48 Kd ou les peptides I, II et III, IV ci- 
dessous. 

Des anticorps monoclonaux pr6feres selon 
1* invention sont des anticorps humains de classe IgG, 
ou lgG3, ou des anticorps obtenus chez 1' animal et 
ayant des proprietes cytophiles chez I'homme, diriges 
centre I'un ou plusieurs des antigenes dont la 
sequence a et6 decrite plus haut. 
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L' invention concerne egalement un procede 
pour le suivi de la vaccination de patient contre 
!• infection contre falciparum , a partir d'un 

6chantillon biologique tel que le sang, caracterise 
en ce qu»il comprend : 

- la mise en contact de 1 'echantillon biologique 
susceptible de contenir des anticorps protecteurs 
contre falciparum , avec au moins un antigene selon 
1 •invention, 

la detection de la reaction antigene- 
anticorps. 

Pour la realisation de cette methode de 
detection in vitro , les antigenes selon 1» invention 
sont avantageusement marques a l*aide d'un marqueur 
radioactif, d"un marqueur enzymatique ou fluorescent 
ou encore d'un marqueur de type marc[ueur physique. 

invention vise egalement des kits pour la 
detection in vitro de la presence d* anticorps diriges 
contre les antigenes de 1' invention, caracterises en 
ce qu'ils contiennent : 

- une composition antigenique comprenant au 
moins un antigene selon 1» invention, 

- des reactifs necessaires a la realisation de 
la reaction immunologique entre les susdits antigenes 
et les anticorps eventuellement pris dans 
1 'echantillon biologique, 

des reactifs permettant la detection du 
complexe antigene-anticorps produit par la reaction 
immunologique • 

Ces reactifs sont par exemple porteurs d'un 
marqueur ou susceptibles d'etre reconnus par un 
react if marque. 

II- Isolement du clone DG 210 : 
a) construction de la banque 
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Une banque de DNA (ADN) genomique a et ' 
c nstruite dans le bacteriophage d' expression Agtll, 
en utilisant I'ADN genomique du clone Tak 9-96 de P. 
falciparum (ref clone Tak 9-96 : Science 212, 137; 
1981) suivant le protocole decrit en detail dans la 
demande de brevet EP du 9 fevrier 1987 publiee sous 
le numero 0343186. 

En bref, I'ADN a ete decoupe par la DNAase I, en 
presence d'ions Mn^*, m^thyle par la methylase Eco RI 
pour proteger les sites EcoRI naturels, puis repare 
par I'ADN polymerase du bacteriophage T4 et I'ADN 
ligase d' EcoRI. Des "linkers" oligomeres 
synthetiques) Eco RI ont ete ligatures aux fragments 
de DNA de P^ falciparum et les sites artificiels 
ainsi rajoutes ont ete liberes par coupure avec 
1* enzyme EcoRI. Les fragments ont et6 purifies sur 
gradient de sucrose et ligatures avec le DNA du 
vecteur Agtll convenablement prepare (c'est a dire 
coup6 par EcoRI et dephosphoryle - vendu par Promega 
Biotec) • L'ADN a ete encapside in vitro dans des 
particules virales. Les bacteriophages issus de ce 
precede constituent une banque d*ADN genomique. 
b) Criblage immunologique de. la banque 

Les details techniques de criblage sont donnes 
dans le texte de la demande de brevet 0343186. Parmi 
une serie d'anticorps monoclonaux (AcM) utilises 
ant^rieurement, I'AcM 245 (Soulier et coll., Revue 
Francaise de Transfusion et Immunohematologie . Tome 
XXV, n' 4, 1982, page 373) de classe IgM, une classe 
d'anticorps incapable de cooperer avec les monocytes, 
est le seul qui se soit avere capable d'entrer en 
competition avec les anticorps polyclonaux de sujet 
immun actif dans le test d'ADCI, c'est a dire de 
reduire sensiblement I'effet inhibiteur de ces 
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anticorps en ADCI, suggerant que !• epitope cible de 
ces anticorps capables de cooperer avec les 
monocytes et de cet AcM 245 est identique, C'est cet 
anticorps qui a ete utilise pour I'isolement du gene 
par criblage d'une bande d'ADN genomique clonee dans 
le vecteur d' expression Agtll. 

Un criblage direct par reaction 

antigene/anticorps avec les proteines synthetisees 
par les clones de la banque s'est avere infructueux. 
Dans la mesure oix cet AcM est capable d'entrer en 
competition avec d'autres anticorps pour un epitope 
porte par la proteine parasitaire, une autre methode 
de criblage a alors ete utilis6e, 

Les antigenes recombinants ont ete cribles par 
un test de competition en immunofluorescence 
indirecte. L" anticorps monoclonal AcM 243 en presence 
du m^rozoite a ete incube avec chacun des antigenes 
recombinants (surnageant des differents clones de la 
bande genomique) et 1« inhibition de la fixation de 
1' anticorps sur le parasite a ete mesure par 
immunofluorescence indirecte (technique decrite dans 
H. BOUHAROUN-TAYOUN et al, 1990, J. Exp. Med. 172 : 
1633-1641) . 

Six antigenes se sont averes positifs^ c'est a 
dire bloquants, et ont ete etudies en detail. Ces six 
proteines antigenes ainsi selectionnees ont ete 
fixees sur des resines afin de realiser des 
purifications par af finite des anticorps polyclonaux 
issus' de s6rums humains immuns, selon la technique 
decrite par OKAZI et Coll. Ces immunoglobulines ainsi 
purifiees ont ete etudiees. Parmi celles-ci, I'une 
obtenue par fixation sur la proteine synthetisee par 
le clone DG 210 reconnait en Western blott le doublet 
de 48 Kd lequel doublet apparait etre identique a 
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celui reconnu par les classes d'IgG cytophiles 
trouvees chez les sujets adultes dans un etat de 
resistance clinique a la inaladie et par les classes 
non cytophiles des individus sensibles. En revanche, 
il est different de I'antigene MSA2, un antigene de 
surface du merozoite qui sur le meme gene apparalt 
comine un polypeptide d'un poids moleculaire sup^rieur 
(figures) . Les resultats du tableau I montrent que 
les anticorps isoles par immunoaf finite sur la 
proteine secretee par le clone DG 210 sont capables 
de promouvoir in vitro I'effet inhibiteur de la 
croissance du trophozoite induit par le monocytes, 
par la technique ADCI. 

Le clone DG 210 a ete depose a la CNCM le 19 
octobre 1992 sous le numero n' 1-1270. 
- Caracterisation de la protdine synthdtisee par le 
clone Dg 210 . 

Les anticorps humains iiomunoabsorbds sur cette 
proteine comme ceux produits chez la souris par 
immunisation avec le clone DG210 montrent en 
immunofluorescence indirecte un image en grappe 
dessinant le pourtour des m^rozoites, au sein des 
schizontes intra-erythrocytaires mArs. Cette 
indication que la molecule est localisee au niveau de 
la membrane des merozoites a ete confirmee, d'une 
part par extraction avec un detergent non ionique, le 
triton X 114, a partir de mdrozoites purifies et 
detection de la proteine dans la phase "detergent" 
soluble ; d' autre part par action de la 
phospholipase C de bacillus aureus, cette enzyme 
liberant la proteine a partir d'une preparation de 
merozoites purifies ce qui indique ainsi que celle-ci 
est ancree par un groupement phosphatidyl-inositol ; 
enfin par revelation de la localisation des anticorps 
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en microscopie electronique a I'aide d'un deuxieme 
anticorps marque a I'or colloidal : ces anticorps 
sont principalement diriges centre un Ag situe a la 
surface des merozoites de P« falciparum , 

Ces resultats confirment que I'antigene capable 
de stimuler le mecanisme de cytotoxicite dependante 
d' anticorps (ADCI) est situe en surface de la forme 
extracellulaire du parasite, le merozoite. En outre 
les anticorps obtenus par imrounoaf finite sur le 
produit recombinant du clone Dg 210 ont un pouvoir 
tres fortement inhibiteur de la croissance du P, 
falciparum dans le test d'ADCI alors que ces memes 
anticorps n'ont aucun effet sur 1' infection du 
globule rouge par le merozoite. Les anticorps- 
contr&le pr^par^s de la meme fa9on avec d'autres 
proteines recombinantes-controle incluant le MSA2 et 
le RESA n'ont aucun effet inhibiteur ni directement 
ni dans les essais ADCI (figure), Les resultats se 
retrouvent dans trois experiences separees mettant en 
jeu trois isolats differents d 'anticorps. Deux de ces 
resultats sont montres dans la figure 1. 

Ces resultats sont confirmes par des 
observations complement a ires. La distribution 
isotypique des anticorps diriges centre la proteine 
recombinante issue du clone Dg 210 presente les 
caracteristiques suivantes. Des isotypes IgG2 sont 
trouves de fagon beaucoup plus abondante dans les 
patients non proteges alors que la proteine est 
reconnue de fagon pref erentielle par des IgGl et IgG3 
cytophiles dans le sang de sujets proteges. Ainsi les 
epitopes contenus dans la proteine recombinante du 
clone E>g210 ont toutes les caracteristiques 
recherchees pour une proteine a effet yaccinant, a 
savoir qu'ils pourraient induire in vivo des 
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anticorps non-cytophiles dans des sujets non 
proteges, qui au contraire sont cytophiles dans des 
sujets proteges et ainsi etre capables d'induire la 
reaction d*ADCI in vivo. 

Enfin 1* etude de la reponse lymphoprol iterative 
de 70 sujets exposes au paludisme (au Senegal et k 
Madagascar) revele que les peptides II, III et IV 
definissent des epitopes reconnus par les lymphocytes 
T. 

Une forte prevalence de reponses 
lymphoproliferatives (>50% de I'effectif etudie) a 
ete observee chez ces sujets exposes a la maladie. 
- Secfuencaqe et caracterisation du crenome du clone DG 
210. 

Le genome du clone DG210 a une longueur de 1300 
paires de base. La taille a pu en etre determinee par 
la mise en oeuvre de la methode decrite par Mc 
Cutchans (Mc Cutchan et al (1984), Science 
225: 625-627). Brievement, le genome est diger^ par 
1 'endonuclease du haricot (Mung Bean), les fragments 
de restriction sont ensuite hybrides avec la sonde 
DG210 marquee au Phosphore 32, et reveles en 
autoradiographie selon des techniques bien connues de 
I'homme du metier. 

L' etude en "Northern Blott" de ces memes 
fragments et revelee par la meme sonde radioactive, 
confirme cfue le gene est exprimes pendant la phase 
erythrocytaire du cycle du parasite. 

L* analyse de la sequence des 192 paires de bases 
de 1' insert a 6te realisee par la methode de Sanger 
et al (PNAS, 74:54 63, 1977) dite methode de "2 
desoxyterminaison" . 

L' invention concerne encore les acides 
nucleiques recombinants contenant I'une au moins des 
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s'quences polypeptidiques I, ll, III ou IV ou une 
combinaison de celles-ci ainsi que les micro- 
organismes, notamment les bacteries coli 
transf ormees par ces acides nucleiques recombinants 
et capables d'exprimer lesdits polypeptides • 

L ' invention concerne ces sequences d • acides 
nucleiques ou des sequences equivalentes qui peuvent 
6tre synth^tisees et qui cedent pour les memes acides 
amines - 

II apparaitra imiaediatement a I'homme du metier 
que dans ces sequences, certains des nucleotides 
peuvent etre remplaces par d'autres en raison de la 
degenerescence du code genetique sans que pour autant 
les peptides codds ne soient modifies. Toutes ces 
sequences nucleotidiques, ainsi que celles qui cedent 
pour des polypeptides qui different des precedents 
par un ou plusieurs acides amines sans que leur 
activite immunogenique propre ne soit modifiee de 
faqjon semblable, font partie de 1* invention. II en va 
naturellement de meme des sequences nucleotidiques 
qui peuvent etre reconstituees et qui sont capables 
de coder pour des oligomeres tels qu'ils ont ete 
definis plus haut, Les motifs monomeres sont lies 
directement bout a bout ou par 1 ' intermediaire de 
sequences peptidiques sans effet sur les proprietes 
imrounogeniques des oligomeres ainsi formes. 

Enfin, 1' invention concerne les vecteurs 
modifies" par ces sequences, ces vecteurs etant 
naturellement pourvus de regulation et de terminaison 
precedant et suivant les sequences nucleiques sus- 
indiquees, qui permettront 1' expression de ces 
dernieres dans des organismes cellulaires competents. 

Parmi les sequences nucleotidiques qui cedent 
pour les peptides caracteristiques qui ont et^ 
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definis ci-dessus, on mentionnera celles qui sont 
caracterisees par les sequences de triplets qui 
suivent, ces sequences correspondant en particulier 
pour la premiere au peptide I et pour les trois 
suivantes aux peptides II, III et IV dont les 
fonaules ont ete precedemment indiquees. 



CAT 


GAA 


AGG 


GCA 


AAA 


AAT 


GCT 


TAT 


CAA 


AAA 




GCA 


AAC 


CAA 


GCT 


GTT 


TTA 


AAA 


GCA 


AAA 


GAA 




GCT 


TCT 


AGT 


TAT 


GAT 


TAT 


ATT 


TTA 


GGT 


TGG 


n 
\ * 


GAA 


TTT 


GGA 


GGA 


GGC 


GTT 


CCA 


GAA 


CAC 


AAA 




AAA 


GAA 


GAA 


AAT 


ATG 


TTA 


TCA 


CAT 


TTA 


TAT 




GTT 


TCT 


TCA 


AAG 


GAT 


AAG 


GAA 


AAT 


ATA 


TCT 




AAG 


GAA 


AAT 


GAG 
















CAT 


GAA 


AGG 


GCA 


AAA 


AAT 


GCT 


TAT 


CAA 


AAA 




GCA 


AAC 


CAA 


GCT 


GTT 


TTA 


AAA 


GCA 


AAA 


GAA 


(2) 


GCT 


TCT 


AGT 


TAT 


GAT 














GCA 


AAA 


GAA 


GCT 


TCT 


AGT 


TAT 


GAT 


TAT 


ATT 




TTA 


GGT 


TGG 


GAA 


TTT 


GGA 


GGA 


GGC 


GTT 


CCA 


(3) 


GAA 


CAC 


AAA 


AAA 


GAA 


GAA 


AAT 










CCA 


GAA 


CAC 


AAA 


AAA 


GAA 


GAA 


AAT 


ATG 


TTA 




TCA 


CAT 


TTA 


TAT 


GTT 


TCT 


TCA 


AAG 


GAT 


AAG 


(4) 


GAA 


AAT 


ATA 


TCT 


AAG 


GAA 


AAT 


GAG 









Des bacteries hebergeant les susdits clones 
DG210 ont ete deposees a la Collection Nationale des 
Cultures de Microorganismes de I'Institut Pasteur de 
Paris (CNCM) , le 19 octobre 1992 sous le numero 
1-1270. 

L' invention a aussi pour objet des amorces d'ADN 
ou d*7VRN utilisables par exemple dans le cadre de la 
synthese de sequences nucleotidiques eventuellement 
suivie de la synthese polypeptidique selon 
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1' invention par la technique de la PGR (Polymerase 
Chain Reaction) telle que decrite dans les brevets 
americains n' 4683212 et 4683195 et de la demande de 
brevet europeen n 200362. Une description du precede 
utilise ici se trouve dans la demande de brevet PCT 
n' FR 91/00639, pages 28 a 30. 

Les peptides de 1* invention peuvent encore etre 
prepares par les techniques classiques dans le 
domaine de la synthese peptidique. Cette synthese 
peut etre realisee en solution homogene ou en phase 
solide tel que deer it plus haut par la technique de 
HOBENWEYL ou de MERRYFIELD. 

Ill- Etude du polvmorphisine du gene, et des epitopes 
definis par le clone DG210 : 

Un frein xnajeur a I'obtention d"un vaccin 
efficace est, outre la complexite du cycle du 
parasite, sa diversite antigenique, et le haut degre 
de polymorphisine d*une souche a 1' autre. 

La conservation du gene et des epitopes definis 
dans le clone DG210 a et^ etudi^e par plusieurs 
techniques dans une serie d*isolats de plasmodiae. 

En utilisant les nucleotides suivants coimie 
amorce : 

GAA AGG GCA AAA AAT GCT TAT (5) 
ou TAA AAG GAA TCT ATA TAA AAG (6) 

les fragments d'ADN de deux cultures de souches 
cultivees de P^ falciparum africaines de 4 isolats 
Thai et de 29 isolats africains ont pu etre 
amplifi6es par la technique PGR. 

Le gene correspondant etait present partout, 
avec aucun polymorphisme apparent de taille, alors 
qu'une experience similaire par la meme technique PGR 
avec les amorces des regions MSAl et MSA2 n'a pu 
mettre en evidence ce result at. 
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D la meme fa^on, le screening des proteines et 
peptides par Western Blott, prepares a partir de 6 
isolats Thai ou africains avec des anticorps purifies 
a partir d'une colonne d'af finite avec le peptide 210 
coiome ligand, ont permis de reveler le doublet a 48 
kD dans tous les variants/ sans modification de poids 
inol6culaire d'un isolat a 1» autre. 

Enfin, 10 isolats du Congo ont 6te studies par 
immunofluorescence indirecte par la meme technigue 
gue plus haut ont tous etd positifs, et tous les 
parasites de chacun des isolats ont ete margues par 
les anticorps purifies par affinite. 

Tout semble done indiguer 1 • absence de 
polymorphisme antigenigue, au moins dans la region de 
la molecule portant 1' epitope B, de meme gue la 
conservation de la taille de cette prot6ine d'un 
isolat a 1' autre. 

Ces resultats confirment ceux obtenus en ADCI, 
et plus particulierement dans les tests de 
competition dans lesguels les anticorps non 
cytophiles obtenus apres une attague primaire par le 
parasite sont d'excellents competiteurs des anticorps 
cytophiles des adultes premunis* 

Dans la mesure ou les anticorps non cytophiles 
obtenus apres 1' attague primaire correspondent a un 
seul -isolat, et les adultes premunis sont proteges 
contre 1 ' infection d ' un grand nombre d » isolats 
polymorphes (gui, de plus, ont ete isoles dans les 
experiences de competition) , on est en droit de 
conclure gue les epitopes concernes dans les 
experiences de competition sont representatifs de 
regions conserv6es, non polymorphes. 

Les polypeptides et proteines de 1' invention 
sont done caracterises par un large spectre d* action 
en tant gue composition vaccinante. 
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REVENDICATIONS 

1. Mol'cule, proteine ou peptide, caracterises 
en ce quails sont reconnus principalement par des 
anticorps cytophiles de sujets premunis contra 
1' infection par les Plasmodia et reconnus par des 
anticorps non cytophiles de sujets sensibles a 
!• infection par les Plasmodia. 

2. Proteine selon la revendication 1, 
caracterisee en ce qu'elle a un poids moleculaire de 
48000 ± 10 % daltons et qu"elle constitue une 
proteine de surface du merozoite du Plasmodium 
falciparum . 

3. Peptide selon les revendications 1 et 2, 
caracterise en ce qu'il est contenu dans la proteine 
de poids moleculaire de 48000 daltons et que cette 
sequence peptidique est representee par la formule 
I : 

his glu arg ala lys asn ala tyr gin lys 
ala asn gin ala val leu lys ala lys glu 
ala ser ser tyr asp tyr ile leu gly trp 
glu phe gly gly gly val pro glu his lys 
lys glu glu asn met leu ser his leu tyr 
val ser ser lys asp lys glu asn ile ser 
lys glu asn glu 

ou par toute sequence presentant au moins 80 % 
d'homologie avec ce meme peptide. 

4. Peptides selon les revendications la 3, 
caracterises en ce qu'ils sont derives du peptide de 
formule I et que leurs sequences peuvent etre 
choisies notamment parmi les peptides de formule II, 
III ou IV suivants : 
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his glu arg ala lys asn ala tyr gin lys ala asn gin II 
ala val leu lys glu ala ser ser tyr asp 

ala lys glu ala ser ser tyr asp tyr ile leu gly trp glu III 
phe gly gly gly val pro glu his lys lys glu glu asn 
pro glu his lys lys glu glu asn met leu ser his leu tyr IV 
val ser ser lys asp lys glu asn ile ser lys glu asn glu 

5. Molecules, proteines ou peptides selon les 
revendications 1 a 4, caracterises par le fait qu*ils 
sont detectables dans un grand nonbre d'isolats de 
Plasmodia* 

6. Molecule selon l*iine des revendications 1 a 5 
caracterisee eh ce gu*elle est constituee par un 
oligomere d*une ou plusieurs sequences I a IV sus- 
indiguees ou d*une combinaison desdites sequences. 

7. Molecule selon l*une des revendications 1 a 6 
caracterisee en ce qu*elle est fixee a un support. 

8. Molecules selon I'une des revendications 1 a 
7 caracterisee par le fait qu*elles reagissent 
specif iquement avec les anticorps diriges centre la 
proteine de surface du merozoite, de poids 
moleculaire 48000 daltons lesquels anticorps sont 
preferentiellement a caractere non cytophile chez les 
sujets sehsibles a 1' infection par les plasmodiae, et 
preferentieilemiBnt a caractere cytophile chez ies 
sujets premunis centre 1' infection par ce meme 
parasite. 

9. Composition immunogene caracterisee par 
1« association d*une molecule conforme a I'une des 
revendications 1 a B avec un vehicule 
pharmaceutic[uement acceptable, 

10. Composition immunogene selon les 
revendications la 9, caracterisee en ce qu"elle 
induit la synthase d* anticorps a caractere cytophile 
centre ledit immunogfene, lesquels anticorps sont 
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capables d»induire une reaction cytotoxiqu vis-a-vis 
des stades rythrocytaires du parasite ou I'un de ses 
precurseurs . 

11 • Composition de vaccin dirigee centre le 
paludisme comprenant entre autres principes 
immunogenes , line molecule conforme a I'une des 
revendications 1^8. 

12 . Anticorps polyclonaux ou monoclonaux 
caracterises en ce qu»ils reconnaissent les 
molecules, proteines ou peptides selon I'une des 
revendications 1 a 8 et 11. 

13. Anticorps polyclonaux ou monoclonaux, 
caracterises en ce qu'ils sont capables de bloquer la 
phase de developpement erythrocytaire du parasite par 
cooperation avec des cellules accessoires telles que 
les monocytes* 

14. Anticorps polyclonaux ou monoclonaux selon 
les revendications 12 et 13, caracterises en ce 
qu*ils sont susceptibles de declencher une reaction 
cytotoxique vis-a-vis des stades ejrythrocytaires du 
parasite ou de I'un de ses precurseurs. 

15. Anticorps polyclonaux ou monoclonaux selon 
les revendications 12 a 14 caracterises en ce que 
cette reaction est mddi^e par les monocytes ou 
macrophages. 

16. Anticorps hybrides ou chimeres d» anticorps 
selon I'une des revendications 12 a 15 et presentant 
les memes caracteristiques que cesdits anticorps, a 
savoir induisant xxne reaction cytotoxique centre des 
stades erythrocytaires du parasite ou de I'un de ses 
precurseurs . 

17. Composition caracterisee par 1 ' association 
d' anticorps selon les revendications 12 a 16 avec un 
v^hicule pharmaceutiquement acceptable. 
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18. Compositi n pour inununotherapie passive de 
sujets sensibles a 1' infection par un parasite de la 
famine des plasmodiae caracterisee par le fait 
gu*elle contient des anticorps selon I'une des 
revendications 12 a 17. 

19. Methode de diagnostic in vitro du paludisme 
Chez un individu susceptible d'etre infecte par un 
Plasmodium qui comprend la mise en contact d*un tissu 
ou d'un fluide biologique preleve chez un individu, 
avec une composition polypeptidigue selon les 
revendications 1 a 8, dans des conditions permettant 
une reaction immunologique in vitro entre ladite 
composition polypeptidigue et les anticorps 
eventuellement presents dans le tissu ou le fluide 
biologique, et la detection in vitro du complexe 
antigene->anticorps eventuellement forme. 

20. Nethode de diagnostic selon la revendication 
19, caracterisee par le fait qu'elle s» applique au 
diagnostic d'un large spectre d' infections par un 
Plasmodium. 

21. Coffret ou kit pour le diagnostic in vitro 
du paludisme chez un individu susceptible d'etre 
infecte par un Plasmodium qui comprend : 

une composition polypeptidique selon les 
revendications 1 a 8, 

- les r6actifs pour la constitution du milieu propice 
ci la realisation de la reaction antigene-anticorps, 

- les r^actifs permettant la detection du complexe 
form^.; de tels r6actifs peuvent egalement porter un 
marqueur, ou sont susceptibles d'etre k leur tour 
reconnus par un react if marqu^, plus particulierement 
dans le cas ou la composition polypeptidique sus- 
mentionnee n'est pas marquee. 
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22. Coffret ou kit pour le diagnostic in vitro 
du paludisme chez un individu susceptible d'etre 
infecte par un Plasmodium qui comprend : 

xine composition d'anticorps selon les 
revendications 12 a 16, 

- les react if s pour la constitution du milieu propice 
a la realisation de la reaction antigene-anticorps, 

- les reactifs permettant la detection du complexe 
form6; de tels reactifs peuvent porter un marqueur, 
ou sont susceptibles d'etre a leur tour reconnus par 
un reactif marcfue, plus particulierement dans le cas 
ou la composition d'anticorps sus-mentionnee n'est 
pas marc[uee. 

23. Molecules d'ADN codant pour les molecules, 
proteines ou polypeptides selon I'une des 
revendications 1^8. 

24. Molecules d'ADN recombinants contenant I'un 
au mo ins des ADNs de la revendication 23. 

25. Sequence nucleotidique caracterisee en ce 
qu*elle est contenue dans une sequence selon les 
revendications 2 et 24 et qu'elle est representee par 
la formule : 

CAT GAA AGG GCA AAA AAT GOT TAT CAA AAA 

6CA AAC CAA GCT GTT TTA AAA GCA AAA GAA 

GCT TCT AGT TAT GAT TAT ATT TTA GGT TGG (1) 

GAA TTT GGA GGA GGC GTT CCA GAA CAC AAA 

AAA GAA GAA AAT ATG TTA TCA CAT TTA TAT 

GTT TCT TCA AAG GAT AAG GAA AAT ATA TCT 

AAG GAA AAT GAG 

ou toute formule presentant au mo ins 80 % d'homologie 
avec la formule (1). 

26. Sequence nucl6otidic[ue caracterisee en ce 
qu'elle est contenue dans une sequence selon les 
revendications 23 a 25, susceptible d'induire la 
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syntii^se de peptide presentant une reaction 
antig^nigue croisee avec la proteine de 48000 daltons 
des mdrozoites de Plasmodium falciparxim , et en ce 
qu'elle est representee notamment par I'iine des 
formules suivantes : 

CAT GAA AGG GCA AAA AAT GCT TAT CAA AAA 

GCA AAC CAA GCT GTT TTA AAA GCA AAA GAA (2) 

GCT TCT AGT TAT GAT 



GCA AAA GAA GCT TCT AGT TAT GAT TAT ATT 

TTA GGT TGG GAA TTT GGA GGA GGC GTT CCA (3) 

GAA CAC AAA AAA GAA GAA AAT 



CCA GAA CAC AAA AAA GAA GAA AAT ATG TTA 

TCA CAT TTA TAT GTT TCT TCA AAG GAT AAG (4) 

GAA AAT ATA TCT AAG GAA AAT GAG 

27. Sequence nucleotidic[ue selon la 
revendication 26 caract^ris^e en ce gu'elle est 
representee par 1 * enchainement nucleotidique suivant 
ou une partie de cet enchainement. 

28. Vecteurs recombinants de clonage et/ou 
d* expression caracteris^s en ce gu'ils comprennent 
une sequence nucleotidique selon I'une quelconque des 
revendications 23 k 27, le cas echeant, sous le 
control e d*un promo teur et des elements de 
regulation, homologues ou heterologues vis-a-vis de 
I'hSte, pour 1» expression dans un hdte cellulaire 
determine. 

29. Hdte cellulaire recombinant , caracterise en 
ce qu'il est transforme par un vecteur selon la 
revendication 28, dans des conditions permettant 
1 'expression de la sequence de falciparum selon 
I'une quelconque des revendications 22 a 26, et en ce 
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qu'il s'agit notamment d'une bacterie telle que E. 
coli, d'une levure, d'une cellule d'insecte ou d'une 
cellule de mainmifere telle que CHO. 

30. Hote cellulaire selon la revendication 29, 
caracterise en ce qu'il s'agit de la souche DG210 
deposee a la CNCM le 19 octobre 1992 sous le 
1-1270, 
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